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The invention concerns a method for detecting by denaturing high 
performance liquid chromatography (DHPLC) a difference of genotype or 
of sequence between a reference heterozygous or homozygous natural or 
artificial DNA sample for a genomic fragment of interest and a heterozygous 
or homozygous natural or artificial DNA sample to be tested for said genomic 
fragment of interest. The invention also concerns the use of said method 
for genetic diagnosis of a disease and for searching and/or identifying 
polymorphism or a sequence variation for a genomic fragment of interest. 

(57) Abrege* 

La prdsente invention a pour objet un proefde* de defection par chro- 
magraphie Iiqu.de haute performance ddnaturante (DHPLC) d'une diffdrence 
de genotype ou de sequence entre un echantillon d'ADN nature! ou artifi. 
ciel hetfrozygote ou homozygote de rffdrence pour un fragment gCnomique 
d int6ret et un echantillon d'ADN naturel ou artificiel heterozygote ou ho- 
mozygote a tester pour ledit fragment g6nomique d'intdret. L'invention com- 
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PROCEDE DE DETECTION PAR DHPLC D'UNE DIFFERENCE DE GENOTYPE ET/OU DE SEQUENCE D'ADN 



5 La presente invention a pour objet un procede de detection par 

chromatographic liquide haute performance denaturante (DHPLC) d'une difference de 
genotype ou de sequence entre un echantillon d'ADN naturel ou artificiel heterozygote 
ou homozygote de reference pour un fragment genomique d'interet et un echantillon 
d'ADN naturel ou artificiel heterozygote ou homozygote a tester pour ledit fragment 
10 genomique d'interet. L'invention comprend egalement 1'utilisation de ce procede pour 
le diagnostic genetique de maladie ainsi que pour la recherche et/ou 1' identification de 
polymorphisme ou d'une variation de sequence pour un fragment genomique d'interet. 

La connaissance du genome humain permet de generer actuellement une 
multitude d'informations. Pour exploiter au mieux ces informations en particulier pour 
15 la recherche de nouvelle cible et molecule therapeutique, il existe aujourd'hui un 
grand besoin de disposer de nouveaux criteres permettant d'etablir les liens entre la 
decouverte de mutation d'un gene et son implication dans une pathologic La 
connaissance egalement de l'ensemble des polymorphismes associes a un ou plusieurs 
fragments genomiques d'interet pour une population donnee permettrait notamment 
20 d'etablir ces liens et d'etudier et de prevoir la tolerance d'un individu a un nouveau 
traitement therapeutique. 

La recherche de ces liens ainsi que le diagnostic genetique de maladies liees a 
la presence d'une mutation pathogene necessitent de disposer egalement de methode 
d'analyse efficace a haute capacite permettant d'effectuer une recherche systematique 
d'une anomalie de sequence dans un fragment d'ADN preamplifie. 

Parmi les methodes actuellement les plus utilisees pour la recherche de 
polymorphisme ou de mutation, on peut citer la SSCP (« Single Strand Conformation 
Polymorphism) et ses variantes, la DGGE (electrophorese en condition denaturante), 
le clivage chimique ou le sequencage direct du fragment d'ADN d'interet. Neanmoins, 
ces methodes, qui reposent sur la detection d'un signal positif pour le fragment 
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(polymoiphisme, mutation ou simple variation genetique de sequerice), ne sont pas 
toujours capables de detecter toutes les anomalies ponctuelles. De plus, ces methodes 
sont particulierement lourdes et couteuses pour leur utilisation dans le domaine du 
diagnostic genetique ou de la decouverte de nouveaux polymorphismes ou mutations a 
grande echelle. 

Une nouvelle technique DHPLC a ete recemment decrite pour la recherche 
systematique de mutation ou de polymorphisme dans un fragment d'ADN (Kuklin et 
ah, Genetic Testing, 1 (3), 201-206, 1997 ; Wanguo Liu et al., Nucleic Research, 26 
(6), 1396-1400, 1998). Cette methode de detection par chromatographic liquide haute 
performance en condition denaturante (DHPLC) qui repose sur la separation en 
gradient d'elution et en conditions denaturantes d'un produit d'amplification d'un 
acide nucleique permet dejhstinguer par analyse du profil la presence d'heteroduplex 
et d'homoduplex, ou de distinguer, si les profils sont suffisamment differents, deux 
heteroduplex de nature differente. Cette distinction entre heteroduplex et homoduplex, 
ou entre heteroduplex permet notamment de detecter la presence d'ADN mutant a 
partir de produit d'amplification resultant d'un melange denature puis rehybride de 
produit d'amplification d'ADN sauvage et d'ADN mutant homozygote, ou resultant 
du produit d'amplification d'un ADN mutant heterozygote denature puis rehybride. 

Dans l'extreme majorite" des cas, le type de profil obtenu avec les systemes 
DHPLC est dependant de la nature et de la position du ou des polymorphisme(s) 
(constatation de l'experience). 

Neanmoins, la methode DHPLC ainsi decrite ne permet pas de detecter la 
presence d'un polymorphisme, de mutation ou de variation genetique de sequence 
porte par un fragment d'ADN heterozygote et non par un ADN heterozygote de 
reference pour ledit fragment, lorsque les deux types d'heterozygotes donnent le 
meme profil DHPLC. 

En effet, il n'est pas rare, meme si ce cas est minoritaire, de rencontrer deux 
ADN hiterozygotes de genotype different presentant le meme profil DHPLC ou des 
profils tres proches difficilement interpretables. Ceci est paniculierement preoccupant 
si l'on imagine que l'un des polymorphismes non identriables est une mutation 
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par exemple ou ce proc6de DHPLC est utilise comme technologie de detection de 
mutation appliquee au diagnostic genetique, comme ceci sera illustre ci-apres dans 
1'exemple concernant une mutation CADASIL. Pour pouvoir distinguer les deux types 
d'heteroduplex, il reste le sequencage qui n'est pas toujours infaillible et reste couteux 
pour detecter et pour identifier ces polymorphismes. 

Par consequent, il existe un grand besoin aujourd'hui de disposer d'un precede 
fiable de haute capacite et peu couteux permettant de detecter ou de confirmer une 
mutation, un polymorphisme ou une variation genetique de sequence, naturelle ou 
artificielle, porte par un ADN heterozygote lorsque 1'ADN de reference, naturel ou 
artificiel, est heterozygote. 

Ceci est justement l'objet de la presente invention. 

Les auteurs de la presente invention ont de maniere tout a fait inattendue mis 
en evidence que le melange du produit d'amplification d'un ADN heterozygote a tester 
avec celui d'un ADN heterozygote de reference pour un fragment genomique d'interet 
suivi d'une denaturation et d'une hybridation, permettait de detecter par DHPLC en 
condition denaturante la presence d'une mutation, d'un polymorphisme ou d'une 
variation genetique de sequence porte par l'ADN heterozygote a tester memo, lorsque 
les deux ADN heterozygotes presentaient separement le meme profil DHPLC. Cette 
methode selon l'invention s'est averee efficace pour distinguer une mutation 
CADASIL (maladie CADASIL) d'un polymorphisme non fonctionnel situe dans le 
meme fragment. La mutation situee dans le gene Notch 3 a l'etat heterozygote donne 
le meme profil en DHPLC qu'un polymorphisme non fonctionnel situe dans le meme 
fragment ADN egalement a l'etat heterozygote, alors que la methode DHPLC decrite 
dans l'art anterieur ne permettant pas de les distinguer. Cette mutation etant de plus 
difficilement identifiable par sequencage. 

La methode selon la presente invention a pour principe de multiplexer les 
produits d'amplification des echantillons d'ADN heterozygotes donnant les memes 
profils en melangeant lesdits produits d'amplification, puis en les denaturant et en les 
rehybridant, et d'analyser ensuite sur DHPLC en condition denaturante les produits 
d'amplification ainsi rehybrides. Ainsi, comme le montre la figure 1, le melange de 
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genotype redonnera le meme heterozygote et done les memes heteroduplex qui 
donneront Ie meme profil en DHPLC que les produits d'amplification des echantillons 
d'ADN heterozygotes testes separement. Par contre, le melange de deux produits 
d'amplification de deux echantillons d'ADN heterozygotes differents generera en plus 
de nouvelles especes d' heteroduplex qui feront que le profil correspondant au melange 
differera des profils des deux produits d'amplification des echantillons d'ADN 
heterozygotes testes separement. 

Ainsi, la presente invention ebneerne un precede de detection par 
chromatographic liquide haute performance en condition denaturante (DHPLC) d'une 
difference de genotype ou de sequence entre un echantillon d'ADN heterozygote de 
reference pour un fragment genomique d'interet et un echantillon d'ADN heterozygote 
a tester pour ledit fragment genomique d'interet, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) la denaturation : 

a) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, d'un 
melange d'un produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote 
de reference avec un produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN 
heterozygote a tester ; ou 

3) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
d'un melange de chaque produit d'amplification d'un echantillon des ADN 
heterozygotes a tester avec un produit d'amplification de l'echantillon d'ADN 
heterozygote de reference ; 

b) l'hybridation du melange denature des produits d'amplification obtenus a l'etape 
a); 

c) la realisation du profil DHPLC pour le melange hybride des produits 
d'amplification obtenus a l'etape b) ; et 

d) a) lorsque Ie nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, la raise en 
evidence de ladite difference de genotype ou de sequence par comparison du 
profil obtenu a l'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit 
d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote de reference pour ledit 
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p) Iorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, la 
misc en evidence de la difference de genotype ou de sequence pour Tun au moins 
dcs echantillons d'ADN heterozygotes testes par comparaison du profil obtenu a 
letape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit d'amplification d'un 
echantillon d'ADN heterozygote de reference pour ledit fragment genomique 
dinteret, suivi des etapes a) a), b), c) et d) a) pour chacun des echantillons 
d'ADN a tester. 

Par « methode de chromatographic liquide haute performance en condition 
denaturante denommee DHPLC, appliquee ici a un echantillon contenant de l'ADN, 
on cntcrxl designer dans la presente description une methode de separation par 
chromatographic Hquide haute performance (HPLC) dans laquelle la separation de 
l'ADN contenu dans l'echantillon est effectuee sous condition de denaturation 
ihcnmquc au moins partielle de cet ADN. 

Dc telles methodes permettent en particulier de differencier a partir du profil 
15 de separation obtenu (courbe d'absorbance en fonction du temps de retention du 
compose dctecte), denomme ci-apres profil DHPLC, des composes homoduplex de 
composes hcteroduplex (Kuklin et al., Genetic Testing, 1 (3), 201-206, » 1997 ; 
Wan-uo Liu et al., Nucleic Research, 26 (6), 1396-1400, 1998). 

Parmi les methodes de chromatographic liquide haute performance en 
20 corvJithfi denaturante, on peut citer mais sans s'y limiter la methode telle que decrite 
dan- Kuliin et al., 1997, et Wanguo Liu et al., 1998, incorporant le systeme 
aut -frutuiuc d'analyse de fragment d'ADN WAVE™ de la societe Transgenomic Inc. 
tSjrsj ciara. CA, USA) comprenant une matrice polymerique a haute resolution de 
t\;x I>S Wp'" en condition partiellement denaturante ou des methodes incorporant 
25 dc- «)r<ieM<s equivalents d'analyse automatique de fragments d'ADN comprenant des 
c.«i.-fu«-s i haute resolution de type HP (Hewlett Packard) tels que les systemes 
pu^^cK par la societe Varian (Systeme Helix, ™Prostar). 

Par • denaturation » d'un echantillon d'ADN, on entend designer le processus 
visant a scparer deux brins d'ADN apparies, ne necessUant pas la rupture de liaisons 

30 CO\alcntC\ Fn Perioral la rfptHlnntinn Ac- V A F>KT r» nrnHuit ot oct t-^ol 
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certains composes facilitant la destabilisation des liaisons hydrogenes, telles que les 
cations, et/ou en fonction de la composition en bases (teneur en bases G-C) et/ou 
egalement en fonction du degre d'appariement des brins a denaturer. 

Compte tenu de ces parametres, il sera necessaire d'evaluer prealablement en 
fonction du fragment d'ADN (longueur, composition en bases), les conditions de 
separation optimales des ADN homoduplex des ADN heteroduplex par la methode 
DHPLC, telles qu'en particulier la temperature optimale d'analyse et/ou le gradient de 
tampons utilise pour la separation. Les methodes permettant d'optimiser ces 
parametres en fonction du fragment genomique d'interet choisi sont bien connues de 
rhomme de Tart et ne seront pas developpees ici (cf. par exemple : Taylor et al., 
Application note N° 101, Transgenomic Inc., Santa Clara, CA, USA ; Kuklin et al., 
Genetic Testing, 1 (3), 201-206, 1997). 

Par fragment genomique d'interet, on entend designer d'une part : 

- tout fragment naturel d'acide nucleique simple ou double brins, ADN ou 
ARN, compris dans le genome d'une cellule eucaryote (animale, vegetale ou levure), 
procaryote (bacterie, mycoplasme ou autres), d'un virus ou d'une organelle sur lequel 
fragment on recherche une mutation, un polymorphisme ou de maniere generate une 
variation de sequence par rapport a une sequence nucleique de reference pour ledit 
fragment naturel d'acide nucleique ; 

ainsi que d' autre part : 

- tout fragment artificiel d'acide nucleique double brins, ADN ou ARN, 
resultant de l'hybridation non naturel entre un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une 
cellule eucaryote ou procaryote, d'un virus ou d'une organelle avec un second brin 
d'ADN ou d'ARN d'une cellule eucaryote ou procaryote, d'un virus ou d'une 
organelle complementaire du premier brin sur lequel fragment on recherche une 
mutation, un polymorphisme ou de maniere generate une variation de sequence par 
rapport a une sequence nucleique de reference pour ledit fragment artificiel d'acide 
nucleique ; 

ledit fragment genomique d'interet etant utilise comme matrice d'ADN ou 
d'ARN double brins pour l'amplification, la connaissance de ladite sequence de 
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reference permettant l'elaboration d'amorces a partir desquelles ledit fragment naturel 
ou artificiel d'interet, pourra etre amplifie. 

Lorsque le fragment genomique d'interet est de type ARN, la reaction 
d'amplification realisee a partir de cette matrice sera precedee par une etape de 
transcription inverse (comme par exemple la technique denommee RT-PCR). 

Parmi lesdits fragments genomiques d'interet correspondant a des fragments 
naturels d'acide nucleique double brins, on peut citer par exemple les fragments issus 
de genome de cellules de mammifere, notamment humaines, de cellule vegetale, de 
parasite, de levure, de bacterie, de mycoplasme, de virus, ou d f organelle, dont le 
genome est constitue d'ADN ou d'ARN double brins. 

Parmi cesdits fragments genomiques d'interet correspondant a des fragments 
naturels d'acide nucleique double brins, on prefere de fa?on particuliere les fragments 
genomiques de gene codant pour un marqueur genetique, une partie regulatrice ou une 
partie promotrice d'un gene ou pour une proteine, notamment la partie transcrite d'un 
gene et sa partie traduite, notamment les genes dont la presence de mutation determine 
directement ou conjointement avec un ou plusieurs autres genes une pathologie ou le 
risque d'une pathologie, ou encore les fragments genomiques dont la connaissance de 
1 'ensemble de leurs polymorphismes dans une population donnee permet de repertorier 
des classes de population presentant ou pouvant presenter une reponse specifique a un 
compose therapeutique donne. 

On prefere egalement lesdits fragments genomiques d'interet contenant une 
sequence transgenique dont la detection fera l'objet de l'invention, les ADN a tester 
pouvant etre issus d'organisme transgenique, tel que des animaux ou plantes 
transgeniques, ou issus de cellules ou micro-organismes transformes ou recombinants. 

Parmi lesdits fragments genomiques d'interet correspondant a des fragments 
artificiels d'acide nucleique double brins, on peut citer par exemple, mais sans s'y 
limiter, les fragments resultant de l'hybridation non naturelle entre : 

- un premier brin d'ADN issu d'une cellule d'un tissu donne d'un organisme, 
notamment d'un mammifere, codant pour un gene d'interet avec un second brin 
d'ADN complementaire du premier brin issu d'une cellule d'un meme oreanisme. 
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mais d'un autre tissu et dont la sequence, codant pour le gene equivalent presente un 
degre d'identite suffisant pour permettre l'hybridation des deux brins ; 

- un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une cellule humaine, celle-ci pouvant 
etrc transformee, codant pour un gene d'interet avec un second brin d'ADN ou 

5 d'ARN complementaire du premier brin issu d'une cellule animale non humaine (rat, 
souris, etc.) et dont la sequence, codant pour le gene equivalent presente un degre 
d'identite suffisant pour permettre Fhybridation des deux brins ; 

- un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une cellule humaine transformee par un 
virus pjthogene (HIV, virus hepatiques, HBV, HCV, HDV, ou autres) avec un 

10 second brin d'ADN ou d'ARN complementaire du premier brin issu du meme virus ; 

- un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une souche animale, vegetale, de 
levurc. d une bacterie, d'un mycoplasme, d'un parasite ou d'un virus, codant pour un 
gene d'micret avec un second brin d'ADN ou d'ARN complementaire du premier brin 
issu d une autre souche du meme organisme et dont la sequence presente un degre 

15 d'identitc suffisant pour permettre l'hybridation des deux brins ; 

• un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une organelle de type mitochondrie ou 
chlnmplaste codant pour un gene d'interet issu d'un premier individu avec un^second 
bnn J ADN ou d'ARN complementaire du premier brin issu ou prepare a partir d'un 
auire irvlividu et dont la sequence presente un degre d'identite suffisant pour permettre 

20 I'hvhriJjtion des deux brins ; 

• un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une cellule animale ou vegetale codant 
f»ur un gene d'interet avec un second brin d'ADN ou d'ARN complementaire du 
premier bnn issu d'une cellule transformee d'un meme animal ou vegetal, par 
excr^w tssu d'un animal ou plante transgenique (rat, souris, plante d'interet 

25 uvJ.j MiKlic. etc.) et dont la sequence, codant pour le meme gene a ete modifiee et 
pr evrtac un degre d'identite suffisant pour permettre l'hybridation des deux brins ; ou 
t»»ut fragment artificiel d'acide nucleique double brins dont chacun des deux 
bnriN peut ctre independamment 1'un de 1'autre d'origine multiple formant une matrice 
hctcro/> gote pour ledit fragment genomique d'interet, 

30 I 1 " echantillon d'ADN heterozygote ou matrice heterozygote pour ledit 
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naturel ou artificiel comprenant des ADN double brins presentant au moins un 
polymorphisme, une mutation ou une variation de s6quence entre les diff6rents brins 
qui le ou la composent. 

Parmi les echantillons d'ADN heterozygote naturel pour un fragment 
genomique d'interet, on prefere tout particulierement les echantillons d'ADN issus 
d'organisme diploi'de, notamment les echantillons d'ADN heterozygote issus de 
cellules eucaryotes ou de virus diploi'des, et dont lesdits fragments genomiques 
d'interet correspondent a des fragments naturels d'acide nucleique double brins, 
pouvant comporter ou non des fragments de sequence transgenique (ou transgene ou 
sequence heterologue). 

Parmi les echantillons d'ADN heterozygote artificiel pour un fragment 
genomique d'interet, on prefere les echantillons d'ADN heterozygote provenant des 
fragments genomiques artificiels. 

Par echantillon d'ADN heterozygote ou matrice heterozygote naturelle ou 
artificielle de reference pour ledit fragment genomique d'interet, on entend designer 
un echantillon d'ADN heterozygote provenant d'un fragment genomique naturel ou 
artificiel pour ledit fragment genomique d'interet capable de former apres 
amplification, un produit d'amplification qui apres denaturation et hybrydation forme 
un melange d'homoduplex et d'heteroduplex dont le profil DHPLC obtenu sen de 
profil de reference. 

Par produit d'amplification d'un echantillon d'ADN, on entend designer le 
produit, ou un echantillon dudit produit, obtenu apres un ou plusieurs cycles 
(denaturation, hybridation et elongation) au cours desquels la quantite d'ADN cible 
correspondant au fragment genomique d'interet a ete augmented, tel que par exemple 
les produits obtenus par les techniques d'amplification elective par reaction en chaine 
a la polymerase (PCR) ou ses variantes (NASBA™, etc.). 

Dans le precede de detection selon l'invention, on entend par « realisation du 
profil DHPLC », l'etape comprenant la separation des ADN formant des homoduplex 
ou des heteroduplex en conditions au moins partiellement denaturantes et 
l'etablissement du profil DHPLC. 
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Par difference de genotype ou de sequence, on entend designer toute variation 
de la sequence d'un acide nucleique a tester par rapport a une sequence nucleique de 
reference, ladite variation resultant de la deletion, l'insertion ou la substitution d'au 
moins un nucleotide de la sequence nucleique de reference, l'acide nucleique a tester 
pouvant etre issu d'un fragment genomique d'une meme population que l'acide 
nucleique de reference (intra-espece), ou etre issu d'un fragment genomique d'une 
meme population que l'acide nucleique de reference mais issu par exemple d'une 
cellule d'un tissu different de celui dont est issu l'acide nucleique de reference (inter- 
tissus au sein d'une meme espece), ou encore issu d'un fragment genomique d'une 
population differente de celle dont est issu l'acide nucleique de reference (inter- 
espece, par exemple Homme/animal, a l'exception de 1'Homme, tel que 
Homme/souris, Homme/rat, Homme/singe, Homme/nematode ou Homme/drosophile, 
Homme/virus, ou encore souris/rat, cellule transformee/cellule non transformee, 
cellule animale ou vegetale issue d'un organisme naturel/cellule animale ou vegetale 
issue d'un organisme transgenique etc.). 

Le procede selon 1' invention permet egalement de detecter par DHPLC une 
difference de genotype ou de sequence pour un fragment genomique d'interet entre un 
echantillon d'ADN heterozygote de reference et au moins un echantillon d'ADN 
heterozygote parmi plusieurs echantillons d'ADN heterozygote a tester dont les 
produits d' amplification sont melanges avant de realiser le profil DHPLC. 

En effet, la methode DHPLC est suffisamment sensible pour detecter la 
presence d'heteroduplex obtenus apres hybridation differents de ceux obtenus pour 
l'echantillon de reference meme apres dilution de ces heteroduplex due au melange 
des produits d 'amplification de 1'ensemble des echantillons d'ADN heterozygote a 
tester avec le produit d'amplificauon de rechantillon d'ADN heterozygote de 
reference. 

Cette variante du procede selon l'invention peut etre avantageusement utilisee 
dans des applications ou il est habituellement necessaire d'effectuer systematiquement 
le sequencage d'un fragment d'ADN donnS afin de determiner la presence d'un ou de 
plusieurs polymorphismes, de mutation ou de variation de sequence et ce pour un 
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le sequengage d'un groupe d'echantillons d'ADN par une seule ianalyse DHPLC 
lorsque le profil obtenu pour le melange des produits d'amplification issus de ce 
groupe presente un profil identique au profil DHPLC du produit d' amplification de 
l'ADN heterozygote de reference pour le fragment genomique d'interet. En effet, le 
5 seul sequen?age de l'ADN heterozygote de reference suffit alors a identifier les 
genotypes de tous les echantillons d'ADN heterozygote a tester dont les produits 
d'amplification ont ete melanges. 

Une telle variante peut etre avantageusement utilisee dans le domaine du 
diagnostic a grande echelle d'une maladie d'origine genetique, d'une predisposition 
10 d'origine genetique a un caractere donne ou a une maladie, ou encore pour determiner 
un ou plusieurs polymorphismes dans une population donnee associes a la tolerance ou 
non a un compose therapeutique donne. 

Une telle variante peut etre en outre avantageusement utilisee pour determiner 
1 'ensemble des polymorphismes presents sur un ou plusieurs fragments genomiques 
15 d'interet dans une population donnee necessitant habituellement d'effectuer 
systematiquement le sequen?age du ou des fragments d'ADN pour chacun des 
individus. » 

De preference, le procede de detection selon la presente invention est 
caracterise en ce que le nombre d'echantillons d'ADN heterozygote a tester pour le 
20 fragment genomique d'interet est compris entre 1 et 10, de preference entre 1 et 5, 
extremites comprises, de maniere encore plus preferee egal a 1. 

L' invention comprend egalement un procede de detection selon 1' invention, 
caracterise en ce que la sequence nucleique du fragment genomique d'interet est 
connue. 

25 Par connaissance d'une sequence nucleique, on entend designer la connaissance 

au moins d'un fragment de ladite sequence, ou d'un fragment situe a proximite de ou 
chevauchant ladite sequence permettant d'elaborer une ou un jeu de plusieurs amorces 
a partir de laquelle ou desquelles sera initiee 1'amplification du fragment genomique 
d'interet des echantillons d'ADN heterozygote a tester et de reference, et si necessaire 

30 le sequence dudit fragment genomique d'interet, et/ou du sequence dudit fragment 



WO 00/66772 



PCT/FR00/01198 



En effet, la connaissance de la sequence nucleique complete detaillee du 
fragment genomique d'interet, et/ou dudit fragment genomique d'interet des 
echantillons d'ADN heterozygote a tester et de reference n'est pas ou ne sont pas 
toujours necessaire(s), en particulier si le procede selon l'invention est utilise pour la 
5 mise en evidence d'un nouveau ou des memes polymorphismes au sein d'une 
population donnee. 

L'invention concerne egalement un procede de detection selon l'invention, 
caracterise en ce que la comparaison entre le profil DHPLC obtenu pour le produit 
d' amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote a tester et le profil DHPLC 
10 obtenu pour le produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote de 
reference ne permet pas de detecter une difference de genotype ou de sequence pour 
ledit fragment genomique d'interet entre l'ADN heterozygote de reference et l'ADN 
heterozygote a tester. 

L'invention concerne en outre un procede de detection selon l'invention, 
15 caracterise en ce que le melange des produits d'amplification de l'etape a) est effectue 
a partir de produit d'amplification desdits ADN obtenus separement. 

Ainsi, lorsque le nombre d' echantillons d'ADN heterozygote a tester est egal a 
un, l'echantillon d'ADN heterozygote de reference et 1'echantillon d'ADN 
heterozygote a tester seront amplifies separement puis les deux produits 
20 d'amplification obtenus seront melanges avant l'etape a) de denaturation. 

Lorsque le nombre d'echantillons d'ADN heterozygote a tester est superieur a 
un, les echantillons d'ADN heterozygote a tester et l'ADN heterozygote de reference 
seront amplifies separement puis les produits d'amplification seront melanges avant 
l'etape a) de denaturation. 
25 La presente invention comprend egalement un procede selon l'invention 

caracterise en ce que le melange des produits d'amplification de l'etape a) est obtenu 
directement par amplification simultanee desdits echantillons d'ADN. 

Ainsi, lorsque le nombre d'echantillons d'ADN heterozygote a tester est egal a 
un, l'echantillon d'ADN h6terozygote de reference et Techantillon d'ADN 
30 hetdrozygote a tester seront prealablement melanges puis amplifies simultanement, 
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permettant ainsi d'obtenir directement le melange des deux produits d' amplification 
avant Tetape a) de denaturation. 

Lorsque le nombre d'echantillons d'ADN heterozygote a tester est superieur a 
un, les echantillons d'ADN heterozygote a tester et Techantillon d'ADN heterozygote 
5 de reference seront egalement prealablement melanges, puis amplifies simultanement 
avant Tetape a) de denaturation. 

De maniere preferee, Tinvention est relative a un procede de detection selon 
Tinvention, caracterise en ce que les echantillons d'ADN heterozygote pour un 
fragment genomique d'interet sont choisis parmi les echantillons d'ADN issus 
10 d'organisme diploide, notamment parmi des echantillons d'ADN issus de deux tissus 
differents d'un meme organisme diploide, 

De maniere preferee, Tinvention est relative egalement a un procede de 
detection selon T invention, caracterise en ce que le fragment genomique d'interet est 
choisi parmi les fragments genomiques d'interet correspondant a des fragments 
15 naturels d'acide nucleique double brins, lesdits fragments naturels comportant 
eventuellement un fragment de sequence transgenique. 

Sous un autre aspect, Tinvention a pour objet un procede d' identification d'au 
moins une mutation, d'un polymorphisme ou d'une variation de sequence porte par la 
sequence nucleique d'un echantillon d'ADN heterozygote a tester pour un fragment 
20 genomique d'interet, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la detection par DHPLC d'une difference de genotype ou de sequence entre un 
echantillon d'un ADN heterozygote de reference dont on connait la sequence 
nucleique pour ledit fragment genomique d'interet et ledit echantillon d'ADN 
heterozygote a tester par un procede de detection selon Tinvention ; 
25 b) le sequen?age de la sequence nucleique de Techantillon d'ADN heterozygote a 
tester ; 

c) T identification de la mutation, du polymorphisme ou de la variation de sequence 
porte par la sequence nucleique de Techantillon d'ADN heterozygote a tester par 
comparaison de sa sequence avec la sequence nucleique de TADN heterozygote de 
30 reference. 



WO 00/66772 



PCT/FR00/01198 



14 

■V- 

L' invention comprend egalement un procede de confirmation d'une difference 
de genotype ou de sequence entre un echantillon d'ADN heterozygote de reference 
pour un fragment genomique d'interet et un echantillon d'ADN heterozygote a tester 
pour ledit fragment genomique d'interet, caracterise en ce qu'il met en oeuvre un 

5 procede de detection selon Finvention ou un procede d' identification selon Finvention. 

Selon la presente invention, les precedes de detection, d' identification ou de 
confirmation selon Finvention pourront etre utilises pour la recherche d'une mutation 
connue ou inconnue dans un fragment genomique d'interet ou pour le diagnostic 
genetique de maladies liees a la presence d'une mutation pathogene, pour le diagnostic 

10 genetique de predisposition a des maladies liees a la presence d'une mutation 
pathogene ou de predisposition a un caractere donne. 

Sous un autre aspect, Finvention comprend egalement Futilisatlon d'un 
procede de detection, d'un procede d' identification ou d'un procede de confirmation 
selon la presente invention, pour la mise en evidence d'au moins un polymorphisme, 

15 de Fensemble des polymorphismes dans une population donnee ou de toute variation 
de sequence portee par un fragment genomique d'interet, notamment pour la 
pharmacogenetique et pour la constitution d'une carte de marqueurs genetiflues ou 
encore pour la mise en evidence d'une sequence transgenique portee par un fragment 
genomique d'interet. 

20 Le procede selon Finvention constitue une amelioration tres importante 

apportee a la capacite de detection des colonnes de DHPLC pour distinguer differents 
polymorphismes, mutations ou variations de sequence dans un meme fragment d'ADN 
lorsque ceux-ci ne peuvent etre differencies sans melange d'individus heterozygotes. 
De plus, elle offre une garantie supplemental de ne pas confondre deux individus 

25 heterozygotes si elle est appliquee en routine en complement du sequen?age pour 
identifier des differences entre heterozygotes. Cette methode peut etre ainsi appliquee 
d'une part dans le domaine du diagnostic, ou cette methode apporte a la combinaison 
DHPLC/sequenf age la meilleure garantie actuelle de fiabilite. 

D'autre part, le procede selon Finvention ^ peut etre egalement utilise 

30 systematiquement a la detection et V identification de nouveaux polymorphismes, 
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mutations ou variations de sequence, pour assurer la decouverte plus efficace de ces 
polymorphismes, mutations ou variations genetiques de sequence par DHPLC. 

Enfin, en plus d'un gain de fiabilite, le procede selon Tinvention fait realiser 
des economies significatives de cout de sequen$age pour le diagnostic, la decouverte 

5 de polymorphismes, de mutations ou de variations de sequence. 

En effet, garantissant une efficacite maximale de detection de polymorphismes 
differents, le sequen?age de tous les individus heterozygotes n'est plus necessaire pour 
identifier Tintegralite des polymorphismes, mutations ou des variations de sequence 
portes par un fragment ADN et dans une population donnee. Seul le sequen^age d'un 

10 individu heterozygote correspondant a chaque famille de profils differents obtenus en 
DHPLC apres multiplexage est desormais necessaire pour identifier tous les 
polymorphismes et/ou mutations porte(e)s par les differents heterozygotes d'une 
population pour un fragment ADN donne. 

Ainsi, le procede selon 1' invention fait realiser une economie considerable a 

15 tout programme de detection de mutation, polymorphismes ou variation de sequence 
connus ou inconnus dans une population donnee. 

Par exemple, pour un fragment d'ADN et une population d' individus^ donnes, 
differentes families de profils heterozygotes seront distinguees apres analyse de chaque 
individu pris separement. Puis, pour une meme famille un individu de reference sera 

20 choisi et melange aux autres membres de la famille selon le procede de 1' invention, 
puis chaque melange sera analyse en DHPLC selon le procede de T invention. Les 
profils de ces melanges qui seront identiques aux profils des heterozygotes analyses 
separement permettront de conclure a Tidentite des heterozygotes melanges. 

Au contraire, lorsque ces melanges donneront de nouveaux profils, il sera 

25 conclu que un ou plusieurs heterozygotes du melange sont de genotype different. En 
ne sequen?ant que les heterozygotes de reference et les eventuels autres qui dans une 
meme famille ont donne un profil nouveau apres melange avec T heterozygote de 
reference, Tintegralite des polymorphismes et/ou mutations portes dans le fragment 
ADN teste sera identifiee pour la population analysee. 
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L'invention concerne egalement l'utilisation des procedes selon l'invention 
pour la detection et T identification de variation inter-tissulaire de sequence nucleique 
pour un fragment genomique d'interet. 

Sous un autre aspect, l'invention a pour objet un precede de detection par 
5 chromatographic liquide haute performance en condition denaturante (DHPLC) d'une 
difference de genotype ou de sequence entre un echantillon d'ADN heterozygote ou 
homozygote de reference pour un fragment genomique d'interet et un echantillon 
d'ADN heterozygote ou homozygote a tester pour ledit fragment genomique d'interet, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
10 a) la denaturation : 

a) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, d'un 
melange d'un produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote 
ou homozygote de reference avec un produit d' amplification d'un echantillon 
dudit ADN heterozygote ou homozygote a tester ; ou 
15 P) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 

d'un melange de chaque produit d' amplification d'un echantillon des ADN 
heterozygotes ou homozygotes a tester avec un produit d'amplification de 
T echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote de reference ; 

b) l'hybridation du melange denature des produits d' amplification obtenus a 1'etape 
20 a); 

c) la realisation du profil DHPLC pour le melange hybride des produits 
d'amplification obtenus a 1'etape b) ; et 

d) a) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, la mise en 
evidence de ladite difference de genotype ou de sequence par comparaison du 

25 profil obtenu a 1'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit 

d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote de 
reference pour ledit fragment genomique d'interet ; ou 
p) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
la mise en evidence de la difference de genotype ou de sequence pour Tun au 

30 moins des echantillons d'ADN heterozygote ou homozygote testes par 
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un produit d'amplification d'un echantillon d'ADN * heterozygote ou 
homozygote de reference pour ledit fragment genomique d'interet, suivi des 
etapes a) a), b), c) et d) a) pour chacun des echantillons d'ADN a tester ; et 
cn cc que 1'hybridation du melange denature des produits d'amplification obtenus a 
5 I'ctapc b) resulte en la formation d'homoduplex ou d'heteroduplex artificiels. 

Par homoduplex ou heteroduplex artificiels ci-avant mentionnes, on emend 
designer un ADN double brins dont le premier brin, issu d'un echantillon d'ADN 
hetcrozygote ou homozygote d'un fragment genomique de cellule diploide ou 
haploidc. telle que des cellules eucaryotes (animales ou vegetales), parasite, 
0 procaryexe ou de virus, ou encore d'organelle telle que les mitochondries ou 
chloroplastc. est hybride avec le second brin dudit ADN double brins, ledit second 
brin ctam issu d'un echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote d'un fragment 
genomique d'une autre espece de cellule diploide ou haploide ou d'une organelle de 
meme espece mais issu d'un autre individu, ou encore d'une cellule d'un meme 
5 cryanismc. mais issu d'un tissu different. 

Parmi lesdits homoduplex ou heteroduplex artificiels, on peut citer par 
cxcmplc. mais sans s'y limiter, les ADN double brins resultant de 1'hybridation non 
ruiurcllc cntre : 

• un premier brin d'ADN issu d'une cellule d'un tissu donne d'un organisme, 
o rxHammcnr d'un mammifere, codant pour un gene d'interet avec un second brin 
d'ADN tomplementaire du premier brin issu d'une cellule d'un meme organisme, 
nun d un autre tissu et dont la sequence, codant pour le gene equivalent presente un 
dej-rc J kicntite suffisant pour permettre 1'hybridation des deux brins ; 

ur> premier brin d'ADN issu d'une cellule humaine, celle-ci pouvant etre 
5 t.-anvi >rm«. codant pour un gene d'interet avec un second brin d'ADN 
om r l.r.Knuire du premier brin issu d'une cellule animale (rat, souris, etc.) et dont la 
sojucrxc. codant pour le gene equivalent presente un degre d'identite suffisant pour 
pcrnx-ttrc 1'hybridation des deux brins ; 

un premier brin d'ADN issu d'une cellule humaine transformee par un virus 
) patlK^cnc (inv, virus hepatiques, HBV, HCV, HDV, ou autres) avec un second brin 
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- un premier brin d'ADN issu d'une cellule animale ou vegetale codant pour un 
gene d'interet avec un second brin d'ADN complementaire du premier brin issu d'une 
cellule transformee d'un meme animal ou vegetal, par exemple issu d'un animal ou 
plante transgenique (rat, souris, plante d'interet industrielle, etc.) et dont la sequence, 

5 codant pour le meme gene a ete modifiee et presente un degre d'identite suffisant pour 
permettre 1 'hybridation des deux brins ; 

- un premier brin d'ADN ou d'ARN d'une souche animale, vegetale, de 
levure, d'une bacterie, d'un mycoplasme, d'un parasite ou d'un virus, codant pour un 
gene d'interet avec un second brin d'ADN ou d'ARN complementaire du premier brin 

10 issu d'une autre souche du meme organisme et dont la sequence presente un degre 
d'identite suffisant pour permettre l'hybridation des deux brins ; 

- un premier brin d'ADN ou d'ARN d'un organelle de type mitochondrie ou 
chloroplaste codant pour un gene d'interet issu d'un premier individu avec un second 
brin d'ADN ou d'ARN complementaire du premier brin issu ou prepare a partir d'un 

15 autre individu et dont la sequence presente un degre d'identite suffisant pour permettre 
l'hybridation des deux brins ; ou, de maniere generate 

- tout fragment artificiel d'acide nucleique double brins dont les deux brins 

» 

sont issus de fragments genomiques d'organisme ou de micro-organisme de nature 
differente. 

20 Par echantillon d'ADN homozygote ou matrice homozygote pour ledit 

fragment genomique d'interet, on entend designer un echantillon d'ADN double brins 
issu d'un organisme diploi'de dont les deux alleles portant le fragment genomique 
d'interet sont identiques, ou issu d'un organisme ou micro-organisme ou virus ou 
organelle haploi'de comportant une sequence unique pour le fragment genomique 

25 d'interet. 

Par echantillon d'ADN homozygote ou matrice homozygote de reference pour 
ledit fragment genomique d'interet, on entend designer un echantillon d'ADN 
homozygote pour ledit fragment genomique d'interet capable de former apres 
amplification, des produits d'amplification qui apres denaturation et hybrydation 
fonnent un m&ange d'homoduplex dont le profil DHPLC obtenu sert de profil de 
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Parmi les echantillons d'ADN homozygote pour un fragment genomique 
d'interet, on prefere tout particulierement les echantillons d'ADN issus d'organisme 
diploi'de, notamment les echantillons d'ADN homozygote issus de cellules eucaryotes 
ou de virus diploides, ou encore issus d'organisme ou de micro-organisme haploYde, 
5 notamment issus de procaryotes, de virus ou d'organelle telle que les mitochondries 
ou les chloroplastes, et dont lesdits fragments genomiques d'interet correspondent a 
des fragments naturels d'acide nucleique double brins ou monobrin, pouvant 
comporter ou non des fragments de sequence transgenique (ou transgene ou sequence 
heterologue). 

10 Bien entendu, lorsque Tun des deux brins dudit homoduplex ou heteroduplex 

artificiel est issu d'un echantillon d'ARN correspondant a la transcription du fragment 
genomique d'interet (notamment un ARNm) ou d'un fragment genomique d'interet 
d'un organisme dont le genome est constitue d'un ARN (mono- ou bicatenaire), 
l'amplification sera precedee d'une etape dite de reverse transcription (RT-PCR). 

15 Parmi les procedes de detection par DHPLC d'une difference de genotype ou 

de sequence entre echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote pour un fragment 
genomique d'interet selon l'invention et pour lequel procede 1'hybridation du melange 
denature des produits d' amplification obtenus a l'etape b) resulte en la formation 
d'homoduplex ou d' heteroduplex artificiels, on prefere, de la meme maniere que 

20 precedemment : 

- un procede de detection selon l'invention, caracterise en ce que le nombre 
d'echantillons d'ADN heterozygote ou homozygote a tester pour le fragment 
genomique d'interet est compris entre 1 et 10, de preference entre 1 et 5, extremites 
comprises, de preference egal a 1 ; 

25 - un procede de detection selon l'invention, caracterise en ce que la sequence 

nucleique du fragment genomique d'interet est connue ; 

- un procede de detection selon l'invention, caracterise en ce que la 
comparaison entre le profil DHPLC obtenu pour le produit d'amplification d'un 
echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote a tester et le profil DHPLC obtenu 

30 pour le produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote ou 
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'V. 

lcdit fragment genomique d'interet entre l'ADN heterozygote ou homozygote de 
reference et l'ADN heterozygote ou homozygote a tester ; 

- un precede de detection selon l'invention, caracterise en ce que le melange 
des produits d 'amplification de l'etape a) est effectue a partir de produit 
d 'amplification desdits ADN obtenus separement ; 

- un precede de detection selon l'invention, caracterise en ce que le melange 
des produits d'amplification de l'etape a) est obtenu directement par amplification 
simultanee desdits echantillons d'ADN ; 

- un precede de detection selon l'invention, caracterise en ce que les 
echantillons d'ADN heterozygote ou homozygote pour un fragment genomique 
d'interet sont choisis parmi les echantillons d'ADN issus d'organisme ou de micro- 
orpnismc diploi'de ou haploide ; ou 

- un precede de detection selon l'invention, caracterise en ce que le fragment 
pen. unique d'interet est choisi parmi les fragments genomiques d'interet correspondant 

15 a de% fragments naturels d'acide nucleique double brins ou simple brin pouvant 
componcr ou non des fragments de sequence transgenique. 

1." invention concerne egalement l'utilisation des precedes selon l'iiwention 
rxxir U caracterisation de la variabilite genetique d'organismes haploides, tels que les 
m>t.*pbsmes, bacteries, virus, levures, parasites ou organelles. 

20 ,J1 cfJ " et . J a variabilite des genomes des organismes ou micro-organismes 

hapl.>ijo. que Ton considerera dans la presente description comme des organismes ou 
mkr,> "ff^nismes homozygotes, peut etre mise en evidence et etudiee par le procede 
vtm^ | .mention en realisant des heteroduplex artificiels. Le melange des produits 
d ir. ; i i!^ Jt ion de l'etape a) du procede selon l'invention pourra etre effectue soit a 

25 pjr:, f vk pnxluit d'amplification des echantillons d'ADN obtenu separement, soit a 
pa-" Jc* produits d'amplification obtenus directement par amplification simultanee 
d<^ chum. lions d'ADN. Pour chaque melange, un echantillon d'ADN (ou d'ARN qui 
sera cn%uuc transcrit en ADN) d'un individu ou d'une souche particuliere sera pris 
comnK reference pour la realisation des heteroduplex artificiels. 
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«... 

Bien entendu, la difference de genotype ou de sequence ainsi detectee pourra 
etre identifiee ensuite par sequen?age du fragment d'ADN d'interet et comparaison de 
la sequence obtenue avec la sequence de reference. 

La caracterisation de la variabilite genetique. de ces organismes ou micro- 

5 organismes haploides pourra etre appliquee a la confection d'une carte entiere de 
marqueurs genetiques de leur genome entier ou d'un gene particulier. 

Ces cartes pourront etre utilisees pour caracteriser la liaison entre un ou 
plusieurs marqueurs et I'apparition d'un caractere pharmacogenetique donne. Ainsi, 
les procedes selon 1' invention pourront permettre d' identifier un ou plusieurs 

10 marqueurs dont la presence est liee directement ou indirectement par exemple, mais 
sans s'y limiter, a un caractere de sensibilite ou de resistance d'un virus, d'un 
parasite, d'une levure ou d'une bacterie a un milieu donne (nutritif ou autre), a un 
agent antibiotique, a un phenomene naturel comme le froid, la chaleur, le besoin 
d'eau, le soleil ou l'obscurite, ou encore a son infectivite, sa virulence, son taux de 

15 recombinaison, son adaptabilite a ses hotes, sa duree de latence, de survie, revolution 
de la maladie ou toutes autres applications dont la confection de ces cartes pourrait 
faire Tobjet. ¥ 

LMnvention concerne egalement Tutilisation des procedes selon V invention 
pour la caracterisation de la variabilite genetique inter-especes pour des organismes ou 

20 micro-organismes diploides ou haploides. 

Les procedes de detection, ou d'identification lorsqu'ils sont suivis d'une etape 
de sequenfage, selon T invention peuvent en effet permettre d'etudier les variations de 
sequences pour un gene donne qui a ete conserve au cours de revolution. 

Le melange des produits d'amplification de Tetape a) du procede selon 

25 T invention pourra etre effectue soit a partir de produit d' amplification des echantillons 
d'ADN obtenu separement, soit a partir des produits d'amplification obtenus 
directement par amplification simultanee des echantillons d'ADN pour un fragment 
genomique d'interet correspondant a un gene conserve par exemple chez la souris, le 
rat, le singe, le chien, Thomme, le neraotode ou la drosophile. Pour chaque melange, 

30 un echantillon d'ADN (ou d'ARN qui sera ensuite transcrit en ADN) d'une espece 
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La caracterisation des differences de genotype ou de sequence pour le gene d'interet 
pourra etre utilisee dans le but d' identifier une liaison entre sequence et evolution 
d'une fonction codee par ce gene. 

U invention concerne egalement l'utilisation des procedes selon r invention 
5 pour la caracterisation de la variabilis genetique entre differentes souches pures d'une 
meme espece diploide. 

En effet, la caracterisation de telle variabilite genetique necessite 
obligatoirement la realisation d'heteroduplex artificiels dans la mesure ou les 
heterozygotes naturels n'existent pas chez les souches pures (done homozygotes) pour 
10 caracteriser les variations de sequences entre ces souches. 

Les procedes de detection, ou d 'identification lorsqu'ils sont suivis d'une etape 
de sequencage, selon l'invention peuvent en effet permettre d'etudier les variations de 
sequences pour un ou plusieurs genes particuliers connus en fonction d'un caractere 
donne. 

15 Le melange des produits d'amplification de l'etape a) du procede selon 

l'invention pourra etre effectue soit a partir de produit d'amplification des echantillons 
d'ADN obtenu separement, soit a partir des produits d'amplification pbtenus 
directement par amplification simultanee des echantillons d'ADN pour un fragment 
genomique d'interet correspondant a un gene ou plusieurs genes que Ton suppose lies 

20 a un caractere donne, ou a une pathologie donnee. 

Par exemple, mais sans s'y limiter, les procedes de detection ou 
d'identification selon la presente invention pourront permettre de detecter ou 
d'identifier les variations de sequences d'un ou plusieurs genes que Ton suppose lies a 
la perte ou la pousse du poil, a la couleur du poil, a la taille, etc. (a un phenotype 

25 benin donne) ou a une pathologie comme par exemple l'atherosclerose. Par exemple, 
la souche murine pure C3H est resistante quand la souche murine pure C57B16 est 
sensible a l'atherosclerose. Le melange des produits d'amplification d'ADN de ces 
souches, ADN correspondant a un gene soupconne d'etre lie a l'ath6rosclerose, 
permettra de caracteriser la variation du gene en fonction de l'affection. 
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L'invention concerne egalement l'utilisation des procedes" selon l'invention 
pour la caracterisation de la variabilite genetique entre differents genomes d' organelles 
telles que les chloroplastes chez les plantes ou mitochondries chez les animaux. 

Les organelles sont en effet des entites extranucleaires avec un ADN 
5 chromosomique distinct de l'acide nucleique nucleaire. Leur ADN code pour des 
genes particuliers qui peuvent, lorsqu'ils sont mutes, etre responsables de maladies. 
La transmission des organelles comme les mitochondries et done des caracteres 
qu'elles portent est non mendelienne. Par exemple chez l'homme, on herite des 
mitochondries de sa mere, le spermatozoi'de ne contribuant pas a la constitution des 

10 mitochondries de 1'oeuf et done en consequence des mitochondries de l'etre 
developpe. Certaines maladies dues a des mutations dans I'ADN mitochondrial sont 
done dites maladies a transmission matemelle. 

Le genome des organelles etant haploide, la caracterisation de la variabilite de 
sa sequence dans une espece donnee comme l'homme ne peut se faire qu'en realisant 

15 des heteroduplex artificiels. 

Le melange des produits d'amplification de 1'etape a) du precede selon 
l'invention pourra etre effectue de la meme maniere soit a partir de^ produit 
d'amplification des echantillons d'ADN de mitochondries obtenu separement, soit a 
partir des produits d'amplification obtenus directement par amplification simultanee 

20 des echantillons d'ADN de mitochondries pour un fragment genomique d'interet 
correspondant a un gene ou plusieurs genes que Ton suppose lies a une pathologie ou 
a un caractere donne. 

Par exemple, mais sans s'y limiter, les procedes de detection ou 
d'identification selon la presente invention pourront permettre de detecter ou 

25 d'identifier les variations de sequences d'un ou plusieurs genes de ces organelles que 
l'on suppose lies a un caractere donne tels que la photosynthese pour les chloroplastes 
ou la respiration cellulaire pour les mitochondries, ou a un ou plusieurs genes dont 
l'expression est liee a des maladies mitochondriales a transmission maternelle, ou de 
faire une carte de marqueurs genetiques de ces organelles. 

30 L'invention concerne egalement l'utilisation des procedes selon Tinvention 



WO 00/66772 



PCT/FROO/01198 



24 

En effet, certaines mutations de sequence nucleique d'un gene de cellules de 
tissu d'un organisme (animal ou vegetal) et qui sont responsables directement ou 
indirectement de pathologie n'apparaissent pas dans les sequences nucleiques du meme 
gene de cellules d'autres tissus du meme organisme, comme par exemple des 
5 mutations responsables de cancer chez l'homme ou l'animal ou responsables de 
teratome chez les plantes. 

Le melange des produits d'amplification de 1'etape a) du precede selon 
1' invention pourra etre effectue de la meme maniere soit a partir de produit 
d'amplification des echantillons d'ADN de tissu sain et de tissu malade (qu'ils soient 
10 homozygotes ou heterozygotes) obtenu separement, soit a partir des produits 
d'amplification obtenus directement par amplification simultanee des echantillons 
desdits ADN pour un fragment genomique d'interet correspondant a un gene ou 
plusieurs genes que Ton suppose lies a la pathologie. 

15 D'autres caracteristiques et a vantages de 1' invention apparaissent dans la suite 

de la description avec les exemples et les figures dont les legendes sont representees 
ci-apres. 

* 

Legendes des figures 

Figures 1A et IB : Schema explicatif theorique montrant que deux produits 
20 d'amplification obtenus a partir de deux echantillons d'ADN heterozygote (a : ADN 
de reference et b : ADN a tester) presentant entre eux une difference genotypique et 
donnant separement le meme profil en DHPLC (figure 1A) donnent, s'ils sont 
prealablement melanges (multiplexage) un profil en DHPLC different du profil obtenu 
pour 1'echantillon d'ADN de reference (figure IB) mettant ainsi en evidence la 
25 presence d'une difference genotypique entre ces deux echantillons d'ADN 
heterozygote. 

Figures 2A a 2D : Les figures 2A a 2D representent les profils obtenus par DHPLC 
realises sur le systeme automatique propose par Transgenomic Inc. (WAVE™). 
La figure 2A correspond au profil d'un heterozygote pour une mutation CADASIL 
30 pathogene (position B dans le fragment genomique d'intdret). 
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Les figures 2B et 2C correspondent aux profils obtenus pour deux H&erozygotes pour 
un autre polymorphisme benin (position A) present egalement dans le meme fragment 
genomique d'interet. Ce polymorphisme etant lui-meme non pathogene (position A). 
La figure 2D correspond au profil d'un homozygote sauvage pour le meme fragment 

5 genomique amplifie. 

On constate que les trois heterozygotes 2A, 2B, 2C ont le meme profil et que Ton ne 
peut distinguer le polymorphisme non pathogene du pathogene de cette maniere. 
Figures 3A a 3C : Les figures 3A a 3C representent les profils obtenus par DHPLC 
realises sur le systeme WAVE™. 

10 Les figures 3A et 3B correspondent aux profils obtenus separement avec les deux 
heterozygotes pour la position A. 

La figure 3C correspond au profil obtenu avec le melange des deux heterozygotes des 
figures 3A et 3B. 

Les trois profils sont identiques confirmant que les deux heterozygotes sont identiques. 
15 Figures 4A a 4C : Les figures 4A a 4C representent les profils obtenus par DHPLC 
realises sur le systeme WAVE™. 

La figure 4A correspond au profil obtenu avec un heterozygote pour la position A. 
La figure 4B correspond au profil obtenu avec Theterozygote pour la mutation 
CADASIL position B. 

20 La figure 4C correspond au profil obtenu avec le melange des deux heterozygotes des 
figures 4A et 4B. 

On distingue aisement que ce dernier profil est different des deux autres qui sont 
identiques entre eux, ce qui montre bien que le melange fait apparaitre une difference 
de genotype avec la DHPLC que Paralyse separee des deux heterozygotes n'a pu 
25 montrer avec la meme DHPLC. 

Figures 5A et 5R : Les figures 5A et 5B representent la comparaison entre deux 
profils obtenus avec deux types de melanges d' heterozygotes par DHPLC realises sur 
le systeme WAVE™. 

La figure 5 A represente le profil obtenu avec un melange d'un heterozygote pour la 
30 position A et d'un heterozygote pour la mutation CADASIL en position B dans le 
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La figure 5B represente le profil obtenu avec un melange de deux heterozygoses pour 
le polymorphisme non pathogene present en position A dans le meme fragment 
genomique d'interet. 

5 EXEMPLE 

Materiel et methodes 

1) Echantillons d'ADN testes 

Les echantillons d'ADN des individus heterozygotes et homozygotes sauvages 
pour I'exon 3 du gene Notch 3 humain utilises proviennent du groupe d'Elisabeth 
10 Tournier-Lasserve (INSERM U25, Hopital Necker, Paris, France) : 

- deux heterozygotes pour la position A (nature du polymorphisme : transition 
C/T au nucleotide 381 du fragment genomique d'interet) ; et 

- un heterozygote pour la mutation CADASIL (position B : transition C/T au 
nucleotide en position nt 346 du fragment genomique d'interet) (Joutel et al., Nature 

15 383 ; 707-710 ; 1996 ; Joutel et al., The Lancet 350 ; 1511-1515 ; 1997 ; Chabriat et 
al., The Lancet 346 ; 934-939 ; 1995). 

2) Methodes 

a) Amplification PCR 

Chaque ADN teste a ete amplifie par PCR selon le protocole suivant sur un 
20 automate MJ RESEARCH Inc. (USA, PTC-225™). 

10 ng d'ADN genomique sont amplifies par PCR avec deux amorces 
specifiques de I'exon 3 de Notch 3 humain selon un protocole classique et qui genere, 
apres 35 cycles d'amplification, un produit de 224 paires de bases. 

La taille et la qualite (pas de bande parasite) des fragments amplifies peuvent 
25 etre verifiees sur gel d'agarose a 2 % par electrophorese avant le test sur DHPLC. 
Exemole 1 : exon 3 du gene Notch 3 
1) Fragment PCR 

Le fragment genomique d'interet dans cet exemple concerne un fragment de 
224 paires de bases genere £ partir de Texon 3 du gene Notch 3 portant un 
30 polymorphisme ponctuel (transition C/T) a une certaine position (position A) sans 
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15 



(position B) dans le fragment qui proyoque la maladie CADASIL (Anne Joutel et al., 
Nature 383, 707-710, 1996). 

2) PCR 

Ce fragment est ampliflie par PCR pour chacun des echantillons d'ADN issus 
5 des individus a diagnostiquer pour la presence de polymorphisme en position A ou B 
ou les deux, puis s'ensuit une denaturation de ces produits PCR a 95 °C pendant 3 min 
et une renaturation (ou hybridation) lente par refroidissement lent de - l,6°C/minute 
pendant 45 minutes pour chacun des echantillons avant de les tester sur colonne 
DHPLC en conditions semi-denaturantes (machine Transgenomic et colonne 
10 SARASEP™) suivant la methode decrite apres. 

3) Conditions de detection pour DHPLC 

- Appareillage WAVE™ Transgenomic/colonne SARASEP™ : 

- Temperature de detection : 66°C : temperature determinee empiriquement et qui est 
proche du Tm (temperature pour laquelle 50 % du fragment amplifie sont denatures) 
du fragment amplifie de 224 paires de bases. Par « empiriquement » on entend 
signifier qu'une courbe de fusion du fragment amplifie d'interet a ete etablie sur le 
WAVE™ en determinant les temps de retention d'un produit d ' amplification «auvage 
pour ce fragment en fonction de differentes temperatures comprises entre 60°C et 
70°C et selon un gradient defini grace au temps de retention dudit produit 
d'amplification soumis au gradient universel conseille par le frabricant Transgenomic 
(procedure routiniere). 

- Gradient d'analyse utilise a 66°C: 

flux du gradient : 0,9 ml/minute. 

Temps (minute) % tampon A % tampon B 

25 0,0 5 i 49 

0,1 46 54 

4 »! 38 62 

4 ' 2 0 100 

4 - 7 0 100 

30 4,8 51 49 



20 
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Tampon A : 0,1 molaire de triethylammonium acetate (TEAA). 
Tampon B : 0,1 molaire de TEAA/25 % acetronitrile (HPLC grade). 

4) Multiplexage 

L'un des deux heterozygotes pour la position A est utilise comme ADN 
heterozygote de reference pour les deux melanges testes. 

Les deux heterozygotes de la position A d'une part et un heterozygote de la 
position A avec 1* heterozygote de la position B sont melanges d'autre part. 

- 5 /A du produit PCR de chaque heterozygote sont mis dans un meme tube 
(10 jd final) puis le melange est agite fortement au moyen d'un vortex, centrifuge puis 
traite par denaturation a 95 °C pendant 3 min. suivi d'une etape de renaturation lente 
(- l,6°C/minute pendant 45 minutes) avant d'etre teste par DHPLC. 

5) Resultats 

Les figures 2A a 2D montrent que les trois heterozygotes (deux pour la 
position A, un pour la position B) pris separement ont le meme profil et qu'ils ne 
peuvent pas se distinguer sur la base de leur profil respectif obtenu en DHPLC. 

Les figures 3A a 3C montrent que les deux profils obtenus avec les deux 
heterozygotes pour la position A et celui obtenu avec leur melange sont identiques 
confirmant que les deux heterozygotes melanges sont identiques. 

Les figures 4A a 4C montrent que le profil obtenu avec le melange de. 
T heterozygote pour la position A et l'heterozygote pour la mutation CADASIL 
(position B) (figure 4A) est different des profils obtenus avec les deux heterozygotes 
pris separement (figures 4A et 4B) qui sont identiques entre eux. Le melange des 
heterozygotes a done permis de distinguer en DHPLC et a un cout plus faible que le 
sequencage d'un individu portant la mutation CADASIL d'un individu heterozygote 
pour un polymoiphisme non pathogene. 

Les figures 5A et 5B montrent la superposition des profils presented en figures 
4C (figure 5A) et 3C (figure 5B) pour stigmatiser les differences de profils obtenus 
lorsqu'on melange deux heterozygotes identiques (5B) et deux heterozygotes de 
genotype different (5A), alors que les heterozygotes utilises pour ces melanges 
presentent tous separement le meme profil DHPLC (figures 2A, 2B, 2Q. 
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V- 

Le genotype de ces h&erozygotes n'est done pas distinguable en DHPLC sans 
leur melange. 

Ces resultats montrent que la DHPLC permet de distinguer et/ou de confirmer 
une difference de genotype entre deux echantillons d'ADN heterozygote dont les 
5 profils obtenus separement sont identiques en melangeant au prealable les produits 
d'amplification de ces deux echantillons d'ADN selon le procede de l'invention, et 
qu'ainsi la DHPLC utilisee selon le procede de l'invention est un outil performant 
pour le diagnostic genetique de ce type de mutation ou pour la mise en evidence ou la 
decouverte de polymorphisme. 
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REVINDICATIONS 

1 . Procede de detection par chromatographie liquide haute performance en 
condition denaturante (DHPLC) d'une difference de genotype ou de sequence entre un 
5 echantillon d'ADN heterozygote de reference pour un fragment genomique d'interet et 
un echantillon d'ADN heterozygote a tester pour ledit fragment genomique d'interet, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la denaturation : 

a) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, d'un 
10 melange d'un produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote 

de reference avec un produit d'amplification d'un echantillon dudit ADN 
heterozygote a tester ; ou 

(3) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
d'un melange de chaque produit d'amplification d'un echantillon des ADN 
15 heterozygotes a tester avec un produit d'amplification de l'echantillon d'ADN 

heterozygote de reference ; 

b) l'hybridation du melange denature des produits d'amplification obtenus a l'etape 
a); 

c) la realisation du profil DHPLC pour le melange hybride des produits 
20 d'amplification obtenus a l'etape b) ; et 

d) a) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, la mise en 
evidence de ladite difference de genotype ou de sequence par comparaison du 
profil obtenu a l'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit 
d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote de reference pour ledit 

25 fragment genomique d'interet ; ou 

P) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
la mise en evidence de la difference de genotype ou de sequence pour l'un au 
moins des echantillons d'ADN heterozygote testes par comparaison du profil 
obtenu a l'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit 

30 d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote de reference pour ledit 
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fragment genomique d'interet, suivi des etapes a) a), b), c) et d) a) pour 
chacun des echantillons d'ADN a tester. 

2. Procede de detection selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
nombrc d 'echantillons d'ADN heterozygote a tester pour le fragment genomique 

5 d'interet est compris entre 1 et 10, de preference entre 1 et 5, extremites comprises. 

3. Procede de detection selon la revendication 2, caracterise en ce que le 
nombrc d 'echantillons d'ADN heterozygote a tester pour le fragment genomique 
d'mtcrci est egal a 1. 

4. Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en 
10 cc que b sequence nucleique du fragment genomique d'interet est connue. 

5. Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 
cc que b comparaison entre le profil DHPLC obtenu pour le produit d'amplification 
d un cxhaniillon d'ADN heterozygote a tester et le profil DHPLC obtenu pour le 
pnxluit d 'amplification d'un echantillon dudit ADN heterozygote de reference ne 

15 pcrmct pas de detecter une difference de genotype ou de sequence pour ledit fragment 
pcnomiquc d'interet entre l'ADN heterozygote de reference et l'ADN heterozygote a 
tester ¥ 

6 Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que le melange des produits d'amplification de l'etape a) est effectue a partir de 

20 pnOuit d' amplification desdits ADN obtenu separement. 

7 Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que le melange des produits d 'amplification de l'etape a) est obtenu directement par 
amplify jtKHi simultanee desdits echantillons d'ADN. 

a Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en 
25 Wr% echantillons d'ADN heterozygote pour un fragment genomique d'interet 

v-ci: .tp'iMs parmi les echantillons d'ADN issus d'organisme ou de micro-organisme 
ilir^*Kk »«u haploi'de. 

v Procede de detection selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en 
cc que lo echantillons d'ADN heterozygote de reference et a tester pour un fragment 
30 genomique d'interet sont choisis parmi des echantillons d'ADN issus de deux tissus 
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10. Precede de detection selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en 
ce que le fragment genomique d'interet est choisi parmi les fragments genomiques 
d'interet correspondant a des fragments naturels d'acide nucleique double brins. 

1 1 . Procede de detection selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
fragment naturel d'acide nucleique double brins comporte un fragment de sequence 
transgenique. 

12. Procede d' identification d'au moins une mutation, un polymorphisme 
ou d'une variation de sequence dans la sequence nucleique d'un echantillon d'ADN 
heterozygote test pour un fragment genomique d'interet, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) la detection par DHPLC d'une difference de genotype ou de sequence entre un 
echantillon d'un ADN heterozygote de reference dont on connait la sequence 
nucleique pour ledit fragment genomique d'interet et ledit echantillon d'ADN 
heterozygote test par un procede de detection selon 1'une des revendications 1 a 
11 ; 

b) le sequencage de la sequence nucleique de 1'echantillon d'ADN heterozygote test ; 

c) Identification de la mutation, du polymorphisme ou de la variation de sequence 
porte par la sequence nucleique de 1'echantillon d'ADN heterozygote test par 
comparaison de sa sequence avec la sequence nucleique de I'ADN heterozygote de 
reference. 

13. Procede de confirmation d'une difference de genotype ou de sequence 
entre un echantillon d'ADN heterozygote de reference pour un fragment genomique 
d'interet et un echantillon d'ADN heterozygote a tester pour ledit fragment genomique 
d'interet, caracterise en ce qu'il met en oeuvre un procede de detection selon l'une des 
revendications 1 a 11 ou un procede d'identification selon la revendication 12. 

14. Utilisation d'un procede de detection selon l'une des revendications 1 a 
11, d'un procede d'identification selon la revendication 12 ou d'un procede de 
confirmation selon la revendication 13 pour la recherche d'une mutation connue ou 
inconnue dans un fragment genomique d'interet. 

15. Utilisation d'un procetie de detection selon Tune des revendications 1 a 
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confirmation selon la revendication 13 pour le diagnostic genetique'de maladie liee a 
la presence d'une ou plusieurs mutation(s) pathogene(s). 

16. Utilisation d'un procede de detection selon Tune des revendications 1 a 
11, d'un procede d' identification selon la revendication 12 ou d'un procede de 

5 confirmation selon la revendication 13 pour la mise en evidence d'au moins un 
polymorphisme ou une variation de sequence porte par un fragment genomique 
d'interet. 

17. Utilisation d'un procede selon la revendication 16 pour la constitution 
d'une carte de marqueurs genetiques. 

10 18. Utilisation d'un procede de detection selon 1'une des revendications 1 a 

11, d'un procede d' identification selon la revendication 12 ou d'un procede de 
confirmation selon la revendication 13 pour la mise en evidence d'une sequence 
transgenique portee par ledit fragment genomique d'interet. 

19. Utilisation d'un procede selon l'une des revendications 16 a 18, pour la 
15 mise en evidence de l'ensemble des polymorphismes et/ou variations de sequence 

portes par au moins un fragment genomique d'interet dans une population donnee. 

20. Utilisation d f un procede selon la revendication 19 ppur la 
pharmacogenetique 

21. Utilisation d'un procede de detection selon Tune des revendications 1 a 
20 11 et d'un procede d' identification selon la revendication 12 pour la detection et 

T identification de variation inter-tissulaire de sequence nucleique pour un fragment 
genomique d'interet. 

22. Procede de detection par chromatographic liquide haute performance en 
condition denaturante (DHPLC) d'une difference de genotype ou de sequence entre un 

25 echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote de reference pour un fragment 
genomique d'interet et un echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote a tester 
pour ledit fragment genomique d'interet, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 
a) la denaturation : 

30 a ) lorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, d'un 



WO 00/66772 



PCT/FR00/01198 



34 



ou homozygote de reference avec un produit d'amplification d'un echantillon 
dudit ADN heterozygote ou homozygote a tester ; ou 

P) Iorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
d'un melange de chaque produit d'amplification d'un echantillon des ADN 
heterozygotes ou homozygotes a tester avec un produit d'amplification de 
l'echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote de reference ; 

b) 1'hybridation du melange denature des produits d'amplification obtenus a l'etape 
a) ; 

c) la realisation du profil DHPLC pour le melange hybride des produits 
d'amplification obtenus a l'etape b) ; et 

d) a) Iorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est egal a un, la mise en 
evidence de ladite difference de genotype ou de sequence par comparaison du 
profil obtenu a l'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour un produit 
d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote ou homozygote de 
reference pour ledit fragment genomique d'interet ; ou 

P) Iorsque le nombre d'echantillons d'ADN a tester est au moins egal a deux, 
la mise en evidence de la difference de genotype ou de sequence pour^'un au 
moins des echantillons d'ADN heterozygote ou homozygote testes par 
comparaison du profil obtenu a l'etape c) avec un profil DHPLC obtenu pour 
un produit d'amplification d'un echantillon d'ADN heterozygote ou 
homozygote de reference pour ledit fragment genomique d'interet, suivi des 
etapes a) a), b), c) et d) a) pour chacun des echantillons d'ADN a tester ; et 
en ce que 1'hybridation du melange denature des produits d'amplification obtenus a \ 
l'etape b) resulte en la formation d'homoduplex ou d'heteroduplex artificiels. « 

23. Precede d' identification d'au moins une mutation, un polymorphisme 
ou d'une variation de sequence dans la sequence nucleique d'un echantillon d'ADN 
heterozygote ou homozygote test pour un fragment genomique d'interet, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la detection par DHPLC d'une difference de genotype ou de sequence entre un 
echantillon d'un ADN heterozygote ou homozygote de reference dont on connait la 
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d'ADN heterozygote ou homozygote test par un procede de detection selon la 
revendication 22 ; 

b) le sequen?age de la sequence nucleique de l'echantillon d'ADN heterozygote ou 
homozygote test ; 

5 c) T identification de la mutation, du polymorphisme ou de la variation de sequence 
porte par la sequence nucleique de l'echantillon d'ADN heterozygote ou 
homozygote test par comparaison de sa sequence avec la sequence nucleique de 
1'ADN heterozygote ou homozygote de reference. 

24. Utilisation d'un procede de detection selon la revendication 22 ou d'un 
10 procede d' identification selon la revendication 23 pour la detection ou 1' identification 
de variation de sequence pour au moins un fragment genomique d'interet dans les 
organismes ou micro-organismes haploides. 

* 25. Utilisation d'un procede selon la revendication 24, caracterisee en ce 
que les micro-organismes haploides sont des organelles. 
15 26. Utilisation d'un procede selon la revendication 24 ou 25 pour la 

constitution d'une carte de marqueurs genetiques. 

27. Utilisation d'un procede de detection selon la revendication 22»ou d'un 
procede d' identification selon la revendication 23 pour la detection ou 1' identification 
de variation de sequence pour un fragment genomique d'interet entre des organismes 

20 diploYdes. 

28. Utilisation d'un procede de detection selon la revendication 22 ou d'un 
procede d' identification selon la revendication 23 pour la detection et T identification 
de variation inter-tissulaire de sequence nucleique pour un fragment genomique 
d'interet. 



25 
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